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Cuprizone誘発性脱髄モデル動物における脱髄と再ミエリン化
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脱髄の病態生理
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　脱髄疾患は神経軸索を取り囲むミエリンが破壊する疾

患であり，中枢神経系では多発性硬化症（MS）がその

代表例である．MSの発症には遺伝および環境要因の両

者が関わっているが，詳細な発症機序はいまだ不明であ

る．MSの病因解明や治療法の開発を進めるうえで，そ

の動物実験モデルの研究は極めて重要であるが，それぞ

れのモデルには一長一短があり，どのモデルが最適であ

るとはいえない．MSの研究を進めるためにはヒトと動

物との間にみられる類似点と相違点を明確に把握したう

えで利用することが望ましい．本稿ではtoxic

demyelination　modelの一つであるcupriz‘川e誘発性

脱髄モデルにおける脱髄機序やグリア細胞の役割につい

て概説し，このモデルを用いたMSの病因や再ミエリン

化機序の解明に向けた取り組みや最近の知見を紹介す

る．
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θはじめに

　神経細胞の軸索を取り巻くミエリンが崩壊する疾患

を一般的に脱髄疾患とよぶ．脱髄を起こしたミエリン

がH然に修復して再生できれば神経機能は正常に戻る

が，脱髄が重篤であれば神経線維まで損傷を受けるこ

とになる．この脱髄病変は身体のさまざまな領域で起

こり，病巣の部位により症状は異なる．中枢神経系脱

髄疾患の中で多発性硬化症（multiple　sclerosis：MS）

が最も多くみられる．MSの根本的な病因はいまだ不

明であるが，その発症には複数の遺伝因子と環境因子

が関わっていると考えられる．Msにおける詳細な病

因・病態，診断方法などはこの特集の他稿に譲り、本

稿では．MSの動物モデルとしてのcuprizone誘発性

脱髄モデルマウスからみた脱髄と再ミエリン化につい

て概説する．

）1・多発1生硬化症について

　MSの脱髄病変は中枢神経に限られ，病巣の形状は

多様であり．病変部位も解剖学的な特異性を示さず、

かつ経時的に不規則な再発と寛解を示す．19世紀半

ばに，中枢神経に散在性に硬化性病変が存在する疾患

として知られるようになり，その疾患概念が組織病理

学的に炎症性脱髄とグリオーシスで特徴づけられてか
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ら140年経過しているが，いまだに病因は不明であ
　いる　．進行性の場合，脱髄を起こした神経は軸索が退

縮し，神経変性へと至る．現在，いくつかの対症療法

は存在しており，急性期の病期を短縮できることは示

されているが，再発予防や長期の神経学的な予後改善

に関する効果は認められておらず，根治療法は存在し

ない．そのため最近では，MS患者が多い欧米におい

て脱髄によって生じた神経障害を積極的に回復させる

治療法，すなわちミエリンの再生療法の開発にも重点

がおかれている．

θII・多発性硬化症の動物実験モデル

　MSの病因を知るうえで，その動物実験モデルの研

究は極めて重要である．MSのモデルとしていくつか
　　　　　　　　　　2　の方法が知られている　．最もよく用いられるのが実

」験的自己免疫性脳脊髄炎（experirnental　autoimmune

encephalomyelitis二EAE）であり，これはmyelin

oligodendrocyte　glycoprotein（MOG）などのペプチ

ドを免疫することで誘導される自己免疫モデルであ

る．EAEの発症機序は，末梢で活性化されたT細胞

が中枢神経系に浸潤してさまざまなサイトカインやケ

モカインの産生を介してマクロファージやミクログリ

アが活性化して脱髄が誘導されると考えられている．

EAEの詳細な発症機序や病態は板東の項を参照され

たい，

　EAE以外の脱髄モデルとしては，　cuprizoneや

lysolecithin，　ethidium　bromideによる脱髄があげら

れる．これらは試薬を用いて脱髄を誘導させることか

ら，“toxic　demyelination　model”とよばれる．　toxic

demyelination　modelはオリゴデンドロサイトを死滅

させて脱髄を誘導させるものであり，toxinを除去す

れば速やかに再ミエリン化を誘導することができるこ

とが特徴でもある．本稿では，toxic　demyelination

modelの中でも比較的よく汎用されるcuprizone誘発

性脱髄モデルについて概説する．

　その他の脱髄モデルとしてタイラー脳脊髄炎ウイル

ス　（Theiler‘s　rnurine　encephalomyelitis　virus：

TMEV）やセムリキ森林熱ウイルスを用いたウイル
　　　　　　　　ヨ　スモデルがある　．TMEVは自然宿主のマウスに急

性脳脊髄炎を起こす急性亜群と慢性脊髄炎を起こす慢

性亜群の二つに大別されており，後者は脊髄に持続感

染し，単核球浸潤を伴った脱髄が誘導されるため，

MSの動物モデルとして注目されている．

　MSの病因解明や治療法の開発において動物実験モ

デルは重要であるが，それぞれのモデルには長所と短

所があり，どのモデルが最適であるとはいえない．

MSにおいて空問的および時間的に多発する脱髄をこ

れらのモデルでは正確に捉えることができないからで

ある．動物モデルはあくまでモデルであって，真のヒ

トのMSを正確に反映しているわけではないが，侵襲

的処置が可能，対照群を置くことが可能，障害程度の

統御が可能という観点において動物実験モデルを用い

た研究は必須である．MSの研究を進めるうえで，ヒ

トと動物との間にみられる類似点と相違点を明確に把

握したうえで利用することが望ましい．

）III・CUpriz・neによる脱髄機序

　銅のキレーターであるcuprizone（bis－cyclohexanone－

oxaldihydrazone）を経口投与すると，銅の欠乏によ

りミトコンドリアの機能が低下し，オリゴデンドロサ

イトの代謝や細胞機能が低下した結果脳の白質であ

る脳梁で脱髄がもたらされる．しかし，銅の欠乏によっ

てなぜオリゴデンドロサイトのみが障害を受けるの

か，その詳細なメカニズムは明らかになっていない．

考えられる理由としては，オリゴデンドロサイトは広

範囲におよぶミエリンを維持しなければならず，

cuprizoneによる代謝障害がオリゴデンドロサイトに

とって致命的であることであげられる．Komolyらは

cuprizoneによってミトコンドリアの機能が障害され，

オリゴデンドロサイト内の酵素活性やpHが乱れた結

果，ミエリンの膜から水やイオンの出入りを調節して

ミエリンのコンパクションに寄与している炭酸脱水素

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　45）酵素IIが機瀧しなくなるためと考えている

　cuprizoneを用いた脱髄モデルとして最初に報告さ

れたのは1960年代である671．これまでの研究により，

cuprizoneによる脱髄はC57BL／6，　Swiss，　ICIやSJL

マウスなどで報告があり，特にC57BL／6マウスがよ

く用いられる．C57BL／6マウスでは0．2～0．3％濃度

のcuprizoneがよく汎用されるのに対して，　Swissマ

ウスやICIマウスでは0．5～0．6％濃度で使われる場合
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が多い8）．また，SJLマウスではC57BL／6とは異なり，

脳梁において脱髄は起こるものの正中部分は脱髄が起

　　　　　　　　　　　　9　こらないと報告されている　．さらにマウスやラット

の週齢によっても脱髄の進行過程は異なる．C57BL／6

マウスにおいて4週齢マウスではcuprizoneによる感

受性が高く，しばしば致死的となる．これに対して6ヵ

月齢マウスでは効果的に脱髄を誘導することができな

い．このことから現在，C57BL／6マウスでは6～9

週齢マウスで02～0．3％cuprizoneがよく用いられ

ている．

　8週齢のC57BL／6マウスにおいて0．2％cuprzone

を投与すると3週間後からLuxol　fast　blue（LFB）染

色や電子顕微鏡での観察により顕著な脱髄が確認でき

る．また，ミエリン因子であるmyelin　basic　protein

（MBP）やproteolipid　protein（PLP），成熟オリゴデ

ンドロサイトのマーカーであるCCIやGST－piの抗体

での免疫組織化学染色によっても脱髄を検出すること

ができる．興味深いことにcuprizone投与5週を過ぎ

るとさらなる脱髄は観察されず，むしろ自発的な再ミ

エリン化がみられる．ただ，その後もcuprizoneを投

与し続けると再び脱髄状態になる．このことから，自

発的な再ミエリン化が部分的に観察される6週目まで

の脱髄を“acute　demyelination”，自発的な再ミエリ

ン化を経て再び起こる長期的な脱髄を“chronic

demyelination”として区別される（図1）．

　cuprizoneによる脱髄部位は脳梁と上小脳脚が報告
　　　　　1o　されている　．しかしながら，脳梁でもcuprizoneに

よって脱髄の影響を受ける部位が多少異なる．脳梁膨

大部では脱髄が顕著に誘導されるが，脳梁膝ではわず

かしか脱髄が起こらない．また，最近ではcuprizone

により大脳皮質でも脱髄が誘導されることが報告され
　　　111ト
ている

　ここまでcuprizone誘発性の脱髄について言及した

が，このcuprizoneを用いた脱髄モデルの特徴として，

自然経過でほぼ完全なミエリン再生が観察できる点が

あげられる．つまり，cuprizoneによる脱髄後，飼料
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　　　　　　　図1脳梁におけるcuprizone誘発性脱髄の経時的変化
実線はcuprizone投与6週の後，通常の餌に戻した時の髄鞘化された神経線維の割合を示し，
波線はcuprizoneの連続投与時の髄鞘化された神経線維の割合を示す．自発的な再ミエリン化
が部分的に観察される6週までの脱髄を“acute　demyelination”　，自発的な再ミエリン化を経た

長期的な脱髄を“chronic　demyelination”として区別する．
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からcuprizoneを除去するだけで脱髄部位の再ミエリ

ン化が誘導される．前述したように，MSに対する根

治療法は存在しない．しかしながら，MSにおける症

状の寛解は脱髄巣の再ミエリン化によることから，生

体内において再ミエリン化が起こることは間違いない

が，脱髄後の再ミエリン化能は必ずしも高くはない，

現在，このミエリン再生能の低下はオリゴデンドロサ

イト前駆細胞（OPC）からオリゴデンドロサイトの
　　　　　　　　　　　　　　　　　　12l分化障害が原因と考えられている　．一方で，

cuprizoneを用いたモデルではほぼ完全なミエリン再

生が認められることから，生体内における元来のミエ

リン再生能自体は高いと考えられる．したがってこの

モデルによって脱髄後にミエリンを積極的に再生させ

る分子機序を解明できる可能性がある．

）　　IV．　cuprizone誘発性脱髄モデルにおける

　　　　　ミクログリアとアストロサイトの役割

　cuprizoneによる脱髄過程において脱髄部位である

脳梁にミクログリアおよびアストロサイトの集積が観
　　　　8エ3）］
察される　．著者らのモデルでも0．2％cuprizone投

与後2週からミクログリアおよびアストロサイトの集

積が認められ，脱髄がピークとなる4週で脳梁におけ

るミクログリアおよびアストロサイトの数も最も増大

する（図2）．では，これらの細胞の役割は何であろ

うか？　cuprizoneはオリゴデンドロサイトを特異的

に死滅させ，その結果として脱髄が起こることから考

えて，脳梁に集積してくるミクログリアおよびアスト

ロサイトが脱髄の進行に直接的な影響を与えているこ

とは考えにくい．しかしながら，脱髄部位に遊走して

くるミクログリアおよびアストロサイトからTNF－

a，IL－1βや一酸化窒素（NO）などのさまざまな炎

症性サイトカインが放出されることを考慮すると，こ

れらの炎症性サイトカインが二次的な脱髄に関与して
　　　　　　　　　ユ4．15｝いるのかもしれない

　一方で，ミクログリアおよびアストロサイトが再ミ

エリン化に寄与するという報告もある．著者らは

cuprizoneによる脱髄後に再ミエリン化を誘導しても

脳梁に集積していたミクログリアの数がそれほど減少

しないことに着目し，活性化ミクログリアがミエリン

再生にどのような影響をおよぼしているのかを検討し
　13｝
た　．再ミエリン化過程においてミクログリアの活

性化を薬剤（ミノサイクリン）で阻害するとミエリン

再生が抑制することから，ミクログリアがミエリンの

再生に積極的に寄与しているものと思われる．通常，

ミエリンを形成するためにはOPCが分化を遂げて成

熟オリゴデンドロサイトになる必要がある．その際

oliglやolig2，　Nkx2．2などの細胞内制御因子に加え

て分化誘導因子としての細胞外制御因子も必須である

　　　　　　　　　　　　　　ことが明らかにされている　．著者らは再ミエリン

化過程において細胞外制御因子としてミクログリアか

らCNTFが産生され，直接オリゴデンドロサイトの
　　　　　　　　　　　　　　　　　13分化に働いていることを明らかにした

　また，最近になりcuprizoneを用いた脱髄後の再ミ

エリン化過程におけるアストロサイトの機能として興

　　　　　　　　　　17）味深い報告がなされた　．障害されたミエリンはミ

クログリアによって貧食されるが，活性化ミクログリ

アの脳梁への遊走を制御しているのはアストロサイト

が発現するケモカイン，CXCLIOであるというもので

ある．この論文では，アストロサイトは脱髄の形成に

は関与せず，再ミエリン化に対する機能について言及

している．このほかにも脱髄に伴って遊走してくるミ

クログリアやアストロサイトからFGF－2やIGF－1，

LIF，　HGFなどが時間的に異なるタイミングで産生

され，これらの因子群の制御ネットワークがミエリン

　　　　　　　　　　　　　　　　エぶ再生に必要であると報告されている　（カラーグラビ

アp．10，図4参照）．

θ　　V．cuprizone誘発性脱髄モデルの
　　　　MS病因解明へのアプローチ

　MSではThl細胞やマクロファージなどの免疫細

胞が血液脳関門を通過して脳実質内に浸潤する．脳に

定住するミクログリアと浸潤したマクロファージはと

もにThl細胞に抗原を提示し，活性化を受けたこれ

らの細胞は細胞傷害性因子を放出してミエリンを攻撃

すると考えられている．cuprizone誘発1生脱髄モデル

では血液脳関門が破綻されないため末梢からのTh1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　8）細胞やマクロファージ浸潤が起こらない　．このこと

から，cuprizone誘発性脱髄モデルはMSの症状を正

確に捉えたモデルとはいえない．では，このモデルを

用いてMSの病因解明に近づくアプローチはできない

のだろうか？著者は可能であると考える．2004年に

MSの発症機序に関する興味深い報告がなされた．脳
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幹に脱髄巣が生じ，MS発症後，早期に死亡した患者

の脱髄巣には自己免疫説の根幹となるT細胞やマク

ロファージの浸潤はほとんどないにも関わらず，オリ

ゴデンドロサイトの細胞死がみられると報告され

　l8　
た　．これまで脱髄の原因と考えられてきた炎症反

応が，実はオリゴデンドロサイトが障害を受けること

で起こり，その炎症反応がミエリン再生を起こすため

に必要である可能性が指摘された．すべてではないに
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図2cuprizone誘発性脱髄とともに観察されるミクログリアおよびアストロサイトの集積
左はアストロサイトのマーカー，GFAPを示し，右はミクログリアのマーカー，　Iba1を示す．顕著
な脱髄が観察される4週目で脳梁におけるミクログリアおよびアストロサイトの数が最も増大する．
cup；cuprizone，　nor；normaユdiet、スケールバー50μm．　　　　　（カラーグラビアp．9，図3参照）
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しろ，MS発症機序のいくらかはこのように炎症反応

に先立ってオリゴデンドロサイトの細胞死が起こ
る19）．cuprizone誘発性の脱髄モデルではオリゴデン

ドロサイトの細胞死に続いてミクログリアまたはアス

トロサイトからさまざまな炎症性サイトカインが産生

されるが，このことは脱髄後の炎症反応は必要である

という概念を支持している．事実ArnettらはTNF一

αKOマウスとcuprizone誘発性脱髄モデルを組み合

わせた実験から，炎症性サイトカインであるTNF一α

がOPCの増殖と再ミエリン化を促進することを示し
ている2°）．一方，cuprizone誘発性脱髄モデルにおい

ても炎症性サイトカインが脱髄の進行に関与する報告

があることも付け加えておく15）．

　Lucchinettiらは，病理学的機序によりMS病変に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2D　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．すは四つのパターンがあることを報告している

なわち，T細胞とマクロファージが浸潤している第1

パターン，免疫グロブリンと補体が沈着している第2

パターン，オリゴデンドロサイトのアポトーシスがあ

るものの免疫グロブリンや補体が欠如している第3パ

ターン，そしてオリゴデンドロサイトのジストロ

フィーである第4パターンである．この病理学的分類

によれば，MSのモデルとして汎用されるEAEは第

1および2パターンに相当する．一方，cuprizoneに

よる脱髄は第3および第4パターンに当てはまる．

MSの第3および第4パターンに当てはまる病態に対

してはcuprizone誘発性脱髄モデルの適応が可能であ

り，このモデルからMSの病因解明に近づくアプロー

チができると著者は考えている．

》おbD（こ

　本稿ではtoxic　demyelination　modelの一つとして

cuprizone誘発性脱髄モデルについて紹介した．

cuprizoneを用いたモデルでは脱髄後の再ミエリン化

能が高いため，ミエリン再生療法のための分子機序解

明には有用なッールといえるかもしれない．しかしな

がら，EAEを含むさまざまなモデルを用いた多角的

な研究が多発性硬化症の病因や治療法の開発には必須

である．MS患者は長期にわたり神経障害に苦しんで

いる．また，一時は症状が和らいでいてもいつ新たな

症状が出現するのかを予見することは不可能であるた

め，不安な日々を過ごしている．新たな治療を待ち望

む人のためにもMSの詳細な病因やミエリン再生メカ

ニズムの解明が待たれる．
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